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内容の要旨及び審査の結果の要旨
ＤＮＡのメチル化は、遺伝子の転写抑制やへテロクロマチン形成を介して、ゲノムの機能を幅広く
調節しており、エビジェネティクスの一環として、注目を集めている。しかし、メチル化動態の詳細
な分子機構に関しては依然として不明な点が残されており、新しい系を用いた検証・解明が待たれる
所である。本研究では、様々な分子遺伝学的手法が駆使出来る出芽酵母をＤＮＡメチル化研究の「生
きた試験管」として応用することを試みた。まず、本来はＤＮＡメチル化機構を持たない出芽酵母
において、標的配列をゲノムにＬｅｘＡオペレーター配列と隣接する形で導入し、更にＣｐＧＤＮＡメ
チル化酵素であるＭ・ＳＳＳＩとＬｅｘＡタンパク質のキメラ蛋白質を発現させた。これにより、ＬｅｘＡと
オペレーター配列との特異的な結合がＤＮＡメチル化酵素を標的配列の近傍にリクルートし、部位特
異的ＤＮＡメチル化力漣成されることが期待された。実際に改変酵母ゲノムＤＮＡのメチル化パター
ンを定量的HpalI-PCR法や重亜硫酸修飾シークエンス法により確認したところ、ＣｐＧアイランド
部位のメチル化が認められた。また、メチル化ＤＮＡのマイクロアレイ分析の結果、ＤＮＡメチル化
酵素は選択的に標的部位周囲の領域をメチル化することが判明した。次の段階として、この方法を酵
母ワンハイブリッドシステムに応用することを検討した。結果として、ＭＢＤ１融合蛋白質の存在と
ＤＮＡのメチル化に依存したレポーター活性の増強を認め、ＭＢＤ１のメチル化依存的結合をｉｍＷｏ
で確認することができた。また、ＭＢＤ１とは別の遺伝子ファミリーに属するメチル化結合蛋白質・
Kaiｓｏに対しても同様のアッセイを行ったところ、メチル化依存的結合が再現された。
以上より、出芽酵母においてゲノム中の特定部位を選択的にメチル化する方法の有効性を実証し、
メチル化依存的DNA-タンパク質間相互作用が検出可能な酵母ワンハイブリッドシステムを開発し
た。
本研究は部位特異的ｍｖｉｖｏＤＮＡメチル化する方法を確立し、さらに、メチル化依存的DNA－タ
ンパク質間相互作用を検出する酵母ワンハイブリッドシステムを実験的に立証したものである。本法
はメチル化ＤＮＡ認識蛋白質及びその制御因子の同定と解析や、種々の転写因子に対するＤＮＡメチ
ル化の影響の検討および脱メチル化酵素の同定など様々なエビジェネテイクな研究に寄与するものと
評価された。
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